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RIASSUNTO 
 
Molti dei processi connessi all’invecchiamento sono legati allo stress ossidativo e a 
come i radicali liberi (RL) possano modulare le varie risposte biologiche degli 
organismi. Quelli di maggior interesse dal punto di vista patologico sono i radicali 
liberi dell’ossigeno (ROS), i quali a concentrazioni elevate sono dannosi per 
l’organismo in quanto attaccano i massimi costituenti cellulari, mentre a 
concentrazioni moderate partecipano ai processi biologici della cellula come 
messaggeri. Negli organismi viventi uno dei siti di maggior produzione di RL è il 
mitocondrio durante i comuni processi di respirazione cellulare. Si ipotizza che la 
reattività dei ROS non sia ereditaria, ma sia il risultato di un danno cumulativo 
correlato con il tempo (teoria dell’invecchiamento legato ai radicali liberi): quando i 
vari meccanismi scavengers non sono più sufficienti a contrastare l’attività di RL, 
questi iniziano a diffondersi e a danneggiare i componenti cellulari. I mitocondri, 
fonte principale di RL, subiscono maggiormente tale condizione con danni al DNA 
mitocondriale in quanto privo di meccanismi di protezione e/o riparo che portano 
all’attivazione del pathway di senescenza replicativa o pathway apoptotici, e 
determinano invecchiamento e/o condizioni patologiche connesse con l’età.  
L’attività fisica può avere un effetto scavengers nei confronti dei radicali liberi, 
infatti, anche se tale attività determina un aumento del consumo di ossigeno con 
conseguente produzione di RL, per un meccanismo compensatorio induce una 
risposta migliore allo stress ossidativo prodotto dall’allenamento che permane e 
permette una miglior risposta allo stress ossidativo prodotto dall’invecchiamento.  
Allo scopo di dare conferma degli effetti dell’attività fisica regolare sullo stress 
ossidativo indotto dall’invecchiamento, è stata misurata la capacità antiossidante 
del plasma mediante la tecnica Total Oxyradical Scavenging Capacity Assay (TOSCA) 
in un gruppo di atleti anziani praticanti podismo a livello agonistico da molti anni e 
in un gruppo di soggetti anziani sani con stile di vita sedentario.  
Sono stati reclutati 15 atleti master di sesso maschile (età media 70.8 ± 6.1 anni) 
che svolgono attività fisica regolare da molti anni (media 28 ± 10 anni) e come 
controllo 15 soggetti sani con stile di vita sedentario di pari età. I soggetti sono stati 
selezionati sulla base del massimo consumo di ossigeno (VO₂max) valutato 
mediante test ergospirometrico. Oltre all’anamnesi e all’esame fisico completo, 
tutti i soggetti sono stati sottoposti a prelievo di campioni ematici per l’analisi 
dell’attività antiossidante plasmatica mediante il saggio TOSCA. Al contrario dei più 
comuni saggi di valutazione dell'attività antiossidante che si basano su analisi 
indirette o sul dosaggio dei prodotti dell'ossidazione, questa tecnica permette 
l'analisi diretta dell'azione antiossidante di molecole o tessuti nei confronti delle 
varie specie radicaliche, andando a dosare mediante gascromatografia l’etilene 
prodotto dall’ossidazione del substrato acido K-metiolbutirrico (KMBA) da parte dei 
radicali liberi prodotti o da specifici generatori, come il 2-2’-azobis-2-
metilpropionamidine diidroclorite (ABAP) per i radicali perossilici, o dalla reazione di 
Fenton per i radicali idrossilici. I dati sono stati espressi in unità TOSCA. 
Per quanto riguarda i parametri clinici, gli atleti mostravano un significativo maggior 
VO₂max (63.05 ± 8.5ml/kg/min) rispetto ai soggetti di controllo (25.6 ± 8.2ml/kg/min, 
p<0.001), una ridotta frequenza cardiaca, un rapporto tra massa magra/massa 
grassa a favore della massa magra misurata con tecnica plicometrica e 
bioimpedenziometrica.  Dal punto di vista nutrizionale, le risposte agli appositi 
questionari somministrati a tutti i soggetti esaminati, non hanno  evidenziato 
differenze sostanziali nel regime alimentare tra i due gruppi. Per quanto riguarda 
l’attività antiossidante, rispetto ai soggetti di controllo, gli atleti anziani mostravano 
una più alta attività di scavenger sia nei confronti dei radicali perossilici (16.1±1.3 vs 
8.8±1.4 Unità/ml, p<0.001), sia verso i radicali idrossilici (7.0±0.8 vs 3.7±0.5 
Unità/ml, p<0.001). Inoltre è stata osservata una correlazione tra la capacità di 
scavenger del plasma e il VO₂max. 
Tali risultati confermano che un’attività fisica regolare condotta per molti anni, è in 
grado di determinare una miglior risposta allo stress ossidativo indotto 
dall’invecchiamento. Inoltre, i nostri dati dimostrano per la prima volta che 
l’esercizio fisico moderato, costante induce una migliore attività antiradicalica nei 
confronti soprattutto dei radicali idrossilici, che rappresentano la specie radicalica 
più attiva nei processi di perossidazione lipidica e d’invecchiamento cellulare.  
 
 
 
 
 
 
 
 
ABSTRACT 
 
Many of the processes associated with aging are related to oxidative stress and as 
free radicals can modulate various biological responses of organism. Those of most 
interest from the pathological point of view are reactive oxygen spieces (ROS), 
which in moderate concentration are harmful for the body because they attack the 
maximum cellular constituents, while, at moderate concentrations are involved in 
the biological processes of the cell as messengers.  
In living organism, one of the sites of production of free radicals is the 
mitochondrion, during the common processes of cellular respiration. It is 
hypothesized that the reactivity ROS is not hereditary, but it is the result of 
cumulative damage correlates with the time (related to the free radicals theory of 
aging): where the various scavenger mechanisms are no longer sufficient to 
counterbalance the activity of the free radicals, they begin to spread and damage 
cellular components. Mitochondria, the main source of free radicals, bear the brunt 
of this condition with damage to mtDNA as it has no protective mechanisms and/or 
helter leading to activation of the pathway of pathological conditions associated 
with age. 
Physical activity may have scavenger effect against free radicals: in fact, even if such 
activity results in an increase in the consumption of oxygen with production of free 
radicals, for a compensatory mechanism, it also induces a better response to 
oxidative stress produced by aging. In order to give confirmation of the effects of 
regular physical activity on oxidative stress induced by aging, we have measured the 
antioxidant capacity of the plasma by the technique Total Oxyradical Scavenging 
Assay (TOSCA) in a group of elderly athletes practitioners podism at a competitive 
level by many years and in a group of elderly subjects as control with sedentary 
lifestyle. 15 male master athletes (mean age 70.8±6.1) who perform regular physical 
activity for many years (mean 28±10 years) and as a control healthy subjects of the 
same age with sedentary lifestyle have been recruited. Subjects were selected 
based on maximum oxygen consumption (VO₂max) assessed by ergospirometric 
testing. In addition to anamnesis and complete physical examination, all subjects 
have undergone blood sampling for analysis of plasma antioxidant assay using 
TOSCA. 
As opposed to the common evaluation of the antioxidant activity which are based 
on indirect analyses or on the dosage of the products of oxidation, TOSCA allows 
the direct analysis of the action of antioxidant molecules on tissues in respect of 
various radical spieces, by means gaschromatography to dose the ethylene 
produced by the oxidation of the k-metiolbuthirric acid substrate by free radical 
generators or by specific products, such as 2-2’-azobis-2-metilolpropionamide 
dihidrochloride for the peroxil radicals, or by Fenton reaction for the hydroxyl 
radicals. Data are expressed in TOSCA units.  
With regard to the clinical parameters, athletes showed a significant higher VO₂max 
(63.05±8.5 ml/kg/min) than control subjects (25.6±8.2 ml/kg/min, p<0.001), a 
reduced heart rate, a relationship between control lean/fat in favor of lean mass 
measured with plicometric technique and bioelectrical impendance. From the 
nutritional point of view, the answers to the questionnaires administered to all 
subjects examined, showed no substantial differences in diet between the two 
groups. Regarding the antioxidant activity, compared to control subjects , elderly 
athletes showed a higher activity against both scavenger of the peroxyl radicals 
(16,1±1,3 vs 8,8±1,4 Unità/ml, p<0.001), and towards the hydroxyl radicals  (7,0±0,8 
vs 3,7±0,5 Unità/ml, p<0.001). A correlation between the plasma ability of a 
scavenger and the VO₂max has been also observed. These results confirm that 
regular physical activity carried out for many years, is able to determine a best 
response to oxidative stress induced by aging. In addition, our data show for the 
first time that a moderate constant exercise induces a better radical scavenging 
activity against the hydroxyl radicals, which are the most active radical species in 
the processes of lipid peroxidation and cell aging . 
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1. INTRODUZIONE 
Molti dei processi connessi all’invecchiamento sono legati allo stress ossidativo e a 
come i radicali liberi dell’ossigeno possano modulare le varie risposte biologiche 
degli organismi. A tal proposito è stata ipotizzata una teoria dell’invecchiamento 
basata sul ruolo fondamentale dei radicali liberi. Prima però di esporre tale teoria è 
bene andare a spiegare che cosa sia un radicale libero e come possa interagire con i 
vari sistemi biologici modulando le risposte delle varie cellule. 
 
1.1 Radicali liberi e stress ossidativo. 
Si definisce radicale (o radicale libero) una specie chimica molto reattiva avente vita 
media di norma brevissima, costituita da un atomo o una molecola formata da più 
atomi che presenta un elettrone spaiato: tale elettrone rende il radicale una 
particella reattiva, in grado di legarsi ad altri radicali o in grado di sottrarre un 
elettrone ad altre molecole vicine. Quanto più è elevato il rapporto tra carica e 
volume, tanto più un radicale libero è reattivo e, pertanto, tenderà a raggiungere la 
propria stabilità strappando elettroni a qualsiasi specie chimica con la quale viene a 
contatto, ossidandola.  
I radicali liberi vengono classificati sulla base della natura dell’atomo al quale 
appartiene l’orbitale con l’elettrone spaiato. Esistono, quindi, radicali liberi centrati 
sull’ossigeno, sul carbonio, sull’azoto o sul cloro, solo per citare quelli di maggior 
interesse in patologia umana. Nella presente esposizione, tuttavia, si farà 
riferimento ai radicali liberi incentrati sull’ossigeno, noti come radicali liberi 
dell’ossigeno, in quanto l’ossigeno è uno degli elementi più importanti della materia 
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vivente, e induce continuamente la formazione di specie chimiche con 
caratteristiche di reattività. Questi tipi di radicali vengono definiti anche Reactive 
Oxygen Species (ROS).  
Questi ultimi sono prodotti sia attraverso reazioni catalizzate da enzimi, sia 
attraverso reazioni di natura non enzimatica; inoltre possono essere prodotti anche 
in conseguenza di esposizione a radiazioni ionizzanti, xenobiotici, agenti 
chemioterapici [1]. I ROS vengono definiti comunemente come composti con 
elevata reattività chimica ed i principali sono: O₂⁻· (anione superossido), ·O₂H 
(radicale idroperossido), ·OH (radicale idrossilico), NO (monossido di azoto), ·ONOO 
(anione perossinitro). Esistono anche altre molecole, quali H₂O₂ (perossido di 
idrogeno) e HOCl (acido ipocloroso) che pur non essendo radicali di per sé, 
producono facilmente il radicale idrossilico, altamente reattivo [2,3]. 
I principali meccanismi attraverso cui si generano i radicali liberi sono la scissione 
omolitica e l’interazione con i metalli di transizione. 
Con il termine scissione omolitica, s’intende la divisione di una molecola a livello di 
uno dei suoi legami covalenti per effetto della somministrazione di energia con 
generazione di due nuove specie chimiche, ciascuna con un elettrone spaiato. Un 
classico esempio è la radiolisi o fotolisi dell’acqua che genera un atomo di idrogeno 
ed un radicale idrossile. 
Nell’interazione con i metalli di transizione, l’elettrone spaiato generato 
dall’ossidazione di un metallo di transizione in forma ionica (da Fe²⁺ a Fe³⁺ o da Cu⁺ 
a Cu²⁺) spezza un legame covalente di una molecola bersaglio, generando così un 
radicale libero e un anione. Alternativamente, l’elettrone richiesto per ridurre un 
metallo di transizione in forma ionica viene estratto dal legame covalente di una 
molecola bersaglio, che si decompone in un radicale libero e un catione. Attraverso 
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questo meccanismo, per esempio, il ferro (Fe²⁺/Fe³⁺) o il rame (Cu⁺/Cu²⁺) agiscono 
da catalizzatori in una sequenza di reazioni di ossidoriduzione generando radicali 
alcossilici (RO*) e perossilici (R–O–O*) a partire dai perossidi (R–O–O–R). 
Nel caso più semplice, descritto per la prima volta da Fenton, uno ione ferroso 
(Fe²⁺), ossidandosi a ione ferrico (Fe³⁺), cede il suo elettrone ad una molecola di 
perossido di idrogeno (H₂O₂) e ne scinde uno dei legami covalenti, generando un 
radicale libero (il radicale idrossile, HO*) ed un anione (ione ossidrile). A sua volta, 
lo ione ferrico (Fe³⁺) si riduce, rigenerandosi come qualsiasi catalizzatore, a ione 
ferroso (Fe²⁺), strappando un elettrone da una seconda molecola di perossido di 
idrogeno, che è scissa in un radicale libero (un radicale peridrossile HOO*), e un 
catione (uno ione idrogeno, H⁺). Allo stesso modo, anche gli idroperossidi sono 
scissi, per azione catalitica del ferro, in radicali alcossilici (RO*) e perossilici 
(ROO*),come mostrato qui di seguito: 
H₂O₂ + Fe²⁺  (Cu⁺)             Fe³⁺ (Cu⁺⁺) + OH⁻ + ·OH (Reazione di Fenton). 
Un’ultima modalità di formazione di radicali liberi, tra quelle di maggiore rilevanza 
biologica, è la decomposizione degli azocomposti, dalla quale originano, per 
sottrazione di azoto molecolare (N₂) radicali alchilici. Si distinguono 4 meccanismi 
fondamentali di propagazione delle reazioni radicaliche: trasferimento, addizione, 
frammentazione e riarrangiamento.  
Negli organismi viventi i ROS sono generati nel corso della normale attività 
metabolica cellulare; alcuni agenti esogeni, tuttavia, possono incrementarne la 
produzione, anche con meccanismo diretto. 
È possibile individuare almeno 5 fonti metaboliche primarie di radicali liberi, in 
rapporto al sito cellulare prevalentemente interessato nella produzione dei ROS 
stessi, la plasmamembrana, i mitocondri, i perossisomi, il reticolo endoplasmatico 
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liscio e il citosol. In ciascuna di queste sedi i ROS vengono prodotti o 
spontaneamente o per effetto di reazioni catalizzate da enzimi o da metalli di 
transizione (ferro o rame). 
1. Plasmamembrana: una delle fonti più importanti di ROS, particolarmente nei 
leucociti polimorfonucleati (PMN). Qui sono localizzati diversi enzimi come la 
NADPH ossidasi e la lipoossigenasi, la cui attivazione si accompagna alla 
produzione di anioni superossido e di intermedi metabolici con caratteristiche 
chimiche di perossidi. La reazione avviene in 2 tappe ed è resa possibile 
dall’aumentata disponibilità di NADPH (H⁺), per aumentata ossidazione del 
glucosio tramite lo shunt degli esosi, e di ossidazione molecolare nell’ambito del 
respiratory burst.  
NADPH + O₂                NADP⁺ + H⁺ + O₂·⁻ 
NADP⁺ + O₂                NADP⁺ + O₂ 
La produzione di ROS a livello della plasmamembrana dei PMN, per attivazione 
della NADPH ossidasi e/o delle lipoossigenasi avviene, tipicamente, nel corso di 
processi reattivi.  
2. Mitocondri: sono la fonte metabolica primaria di ROS perché sulle loro creste 
sono localizzati i complessi enzimatici della catena respiratoria deputati alla 
fosforilazione ossidativa. Idealmente, il trasferimento di elettroni dal NAD ridotto 
al citocromo C e da questo all’ossigeno dovrebbe concludersi una volta 
sintetizzato l’ATP, con la produzione di H₂O. Tuttavia questo processo non è 
perfetto, per cui in maniera non facilmente controllabile una certa quota di 
elettroni (1-2%) sfugge al sistema di trasporto dei vari coenzimi (ubichinone, 
flavoproteine, citocromo ecc..) e reagisce con l’ossigeno molecolare generando, 
così, anione superossido e/o perossido di idrogeno (riduzione uni-e bivalente 
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dell’ossigeno molecolare). Per avere un’idea di questo processo, si consideri che 
è stato calcolato che durante un esercizio fisico intenso nei muscoli scheletrici, a 
causa dell’intensa stimolazione metabolica cellulare la quota di questo shunt 
elettronico può raggiungere il 15% dell’ossigeno utilizzato dai mitocondri. Questo 
fenomeno avviene nei mitocondri, senza intervento di enzimi, al contrario di 
quanto osservato in altre sedi cellulari. 
3. Reticolo endoplasmatico liscio: il complesso del citocromo P-450, 
un’emeproteina che catalizza reazioni di idrossilazione di substrati organici o 
xenobiotici può generare l’anione superossido mediante riduzione diretta 
dell’ossigeno [4]. 
4. Perossisomi: la β-ossidazione degli acidi grassi e la deaminazione ossidativa di 
alcuni amminoacidi genera H₂O₂ [5]. 
5. Citosol: l’H₂O₂ può essere prodotta anche da alcune ossidasi citosoliche quali 
cicloossigenasi, monoamina-ossidasi, xantina deidrogenasi, lipoossigenasi [6]. 
 
A concentrazioni elevate i ROS sono dannosi per l’organismo in quanto essi 
attaccano i maggiori costituenti della cellula, partecipando così a processi complessi 
quali l’invecchiamento [7] e le patologie ad esso correlate [8,9], nonché 
all'induzione e al mantenimento dello stato trasformato [8]. A concentrazioni 
moderate, tuttavia, i ROS partecipano attivamente ad una varietà di processi 
biologici complessi, implicati nella normale crescita cellulare quali la trasduzione del 
segnale, il controllo dell’espressione genica, la senescenza cellulare, l’apoptosi 
[9,10,11]. I radicali più rilevanti nelle funzioni biologiche sono il superossido e 
l’ossido nitrico (NO). NO è una sostanza abbastanza ubiquitaria prodotta a partire 
dall’amminoacido L-arginina in una reazione multi-step catalizzata dall’enzima 
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ossido nitrico sintetasi. Quest’ultimo esiste in numerose isoforme, alcune 
costitutive (cellule endoteliali, piastrine, sistema nervoso) ed altre inducibili 
(macrofagi, leucociti polimorfonucleati, cellule endoteliali, cellule muscolari lisce, 
epatociti), e ciò dà ragione dell’ampia distribuzione dei siti di produzione di questo 
importante mediatore nel nostro organismo [12]. Nei sistemi biologici, NO agisce 
come un importante messaggero intra- ed inter-cellulare regolando numerosissime 
funzioni, in primis quella dell’endotelio vascolare [13]. Infatti, in seguito ad 
adeguata stimolazione (meccanica o chimica), le cellule endoteliali producono 
ossido nitrico che, in parte, diffonde nel compartimento ematico, riducendo 
l’aggregabilità delle piastrine e l’adesività dei leucociti alle pareti dei vasi sanguigni, 
e, in parte, raggiunge la sottostante muscolatura liscia vascolare inducendone il 
rilasciamento. Oltre all’effetto primario sull’endotelio, all’ossido nitrico è 
riconosciuto un ruolo determinante di mediatore biochimico in numerose funzioni, 
ad esempio a livello cerebrale (es. controllo dell’apprendimento e della memoria), 
gastrointestinale (modulazione delle secrezioni e della motilità), respiratorio 
(modulazione del tono della muscolatura liscia bronchiale) e renale 
(autoregolazione del flusso ematico) [14,15]. All’ossido nitrico (NO), in quanto 
radicale, è attribuita un’importante funzione di difesa nei confronti delle infezioni 
batteriche e, probabilmente, nel controllo della crescita dei tumori [15]. A questo 
proposito occorre aggiungere, comunque, che condizioni di aumentato stress 
ossidativo, come l’eccessiva produzione di anione superossido, comportano la 
conversione di NO in perossinitrito, una forma radicalica alla quale è legata la 
tossicità del mediatore primario [16]. 
Oltre alle caratteristiche sopracitate, in alcuni studi è stato visto che i ROS hanno un 
ruolo come secondi messaggeri [9,10,11].  
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1.2 Specie antiradicaliche e scavengers. 
In chimica, lo “scavenger” (letteralmente "spazzino") è una sostanza chimica 
aggiunta a una soluzione allo scopo di rimuovere impurità indesiderate nei prodotti 
di reazione. Quelli più comuni sono:  
• la superossido dismutasi, che converte il superossido in perossido di 
idrogeno; 
• la catalasi, che demolisce l'acqua ossigenata in acqua ed ossigeno 
molecolare; 
• la glutatione perossidasi, che spazza via i perossidi a spese del glutatione. 
La Superossido dismutasi (SOD) catalizza la seguente reazione :   
2O2.
- +2H+  O2 + H2O2. 
è un enzima che può avere cofattori metallici diversi, come rame e zinco, o 
manganese, ferro, o nichel. Nell'uomo, sono presenti tre forme di superossido 
dismutasi. La SOD1 si trova nel citoplasma, la SOD2 nei mitocondri mentre la SOD3 
è extracellulare. La prima è un dimero (consiste di due subunità), mentre le altre 
sono tetrameri (quattro subunità). La SOD1 e la SOD3 contengono rame e zinco, 
mentre la SOD2 ha il manganese nel suo centro di reazione. I geni che codificano 
per le varie isoforme delle dismutasi SOD1, SOD2 e SOD3 sono collocati nei 
cromosomi 21, 6 e 4, rispettivamente (21q22.1, 6q25.3 e 4p15.3-p15.1). Il 
superossido è uno dei maggiori agenti ossidanti nella cellula e, di conseguenza, la 
SOD ha un ruolo antiossidante chiave. L'importanza fisiologica delle SOD è 
riscontrabile nelle gravi patologie evidenti nei topi modificati geneticamente per 
mancare di questi enzimi. I topi mancanti della SOD2 muoiono pochi giorni dopo la 
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nascita, a causa del forte stress ossidativo [18]. Quelli a cui manca la SOD1 
sviluppano una gran varietà di patologie, tra cui il carcinoma epatocellulare [19], 
un'accelerazione della perdita di massa muscolare legata all'età [20], un'incidenza 
precoce della cataratta ed una prospettiva di vita minore. Quelli che mancano della 
SOD3 non mostrano nessun difetto evidente ed hanno una normale aspettativa di 
vita [21]. 
Mutazioni nella SOD1 sono state collegate alla Sclerosi laterale amiotrofica familiare 
(SLA, una malattia che colpisce i motoneuroni). Gli altri due tipi non sono stati 
collegati ad alcuna malattia umana; comunque nel topo l'inattivazione di SOD2 è 
causa di mortalità prenatale [22] e l'inattivazione di SOD1 provoca epatocarcinoma 
[23]. Mutazioni di SOD1 possono causare SLA familiare tramite un meccanismo che 
al momento ancora non si conosce, ma che non è dovuto alla perdita dell'attività 
enzimatica. 
La catalasi è un enzima, appartenente alla classe delle ossidoriduttasi, coinvolto 
nella detossificazione della cellula da specie reattive dell'ossigeno. Catalizza la 
seguente reazione:   
2H2O2  O2 + 2H2O. 
La catalasi è collocata in un organello cellulare denominato perossisoma [24]. I 
perossisomi sono coinvolti nelle cellule vegetali nella fotorespirazione (l'utilizzo di 
ossigeno con produzione di anidride carbonica) e nella fissazione simbiotica 
dell'azoto (la rottura del legame biatomico dell'azoto (N₂) in atomi di azoto reattivi). 
Più in generale, l'enzima catalizza la conversione del perossido di idrogeno in acqua 
e ossigeno: 2H₂O₂ → O₂ + 2H₂O. 
Il perossido di idrogeno è un prodotto di scarto del metabolismo di molti organismi 
viventi. È tossico perché in grado di generare danni a carico dei lipidi di membrana, 
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delle proteine e degli acidi nucleici della cellula. Un singolo polipeptide di catalasi è 
in grado di convertire fino a 5 milioni di molecole di perossido di idrogeno al minuto. 
L'enzima può anche agire, in alcune specie, come perossidasi, catalizzando reazioni 
come la seguente:  
ROOR' + molecola donatrice di elettroni (2e-) + 2H+ → ROH + R'OH. 
L'attività di perossidasi è molto frequente soprattutto in presenza di molecole 
donatrici come l'etanolo.  
La glutatione perossidasi è un enzima appartenente alla classe delle ossidoriduttasi, 
che catalizza la seguente reazione:  
2 glutatione + H2O2  glutatione disolfuro + 2H2O. 
Da questa reazione notiamo come il ruolo del glutatione sia fondamentale affinché 
si possa completare la reazione di scavengers. Il glutatione o GSH è un tripeptide 
presente in tutte le cellule procariotiche ed eucariotiche. È costituito dall’unione di 
una molecola di acido glutammico (legata con un legame peptidico tra il gruppo γ-
COOH e il gruppo α-amminico della cisteina), una di cisteina e una di glicina (γ-
glutammilcisteinilglicina, allo stato ridotto abbreviato GSH, allo stato ossidato 
abbreviato GSSG). Il glutatione rappresenta all’interno delle cellule il più 
abbondante composto (circa il 95% del totale) contenente gruppi solfidrilici ridotti 
(−SH) e ha la funzione di mantenere allo stato ridotto i gruppi −SH di molti enzimi e 
proteine. L’importanza di questa funzione è legata al fatto che l’ossidazione dei 
gruppi −SH (con formazione di ponti disolfuro S-S intra- e intermolecolari) provoca, 
nella maggior parte dei casi, l’inattivazione dell’enzima o la perdita della funzione 
biologica della proteina. Inoltre è capace di reagire direttamente con numerose 
specie radicaliche dotate di elevata tossicità (soprattutto i radicali dell’ossigeno), 
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evitando in tal modo che tali molecole altamente reattive possano danneggiare le 
macromolecole biologiche. 
Oltre a questi definiti come antiossidanti endogeni esiste un altro gruppo di 
antiossidanti detti esogeni, che sono in gran parte contenuti negli alimenti. Sono 
rappresentati da sostanze di vario genere, alcune delle quali sono vere e proprie 
vitamine, altre appartengono al gruppo delle così dette <<pseudovitamine>> e altre 
ancora hanno una struttura e un meccanismo d’azione del tutto diversi dalle 
vitamine. Come principali antiossidanti alimentari ricordiamo: Vitamina E, Vitamina 
C, Beta-carotene, Selenio, Flavonoidi, Licopene, Resveratrolo, Acido alfa-lipoico, 
Ubichinone.   
 
1.3 Teoria dell’invecchiamento legata ai radicali liberi. 
La teoria fu proposta per la prima volta nel 1957 [25] e si basa sull’evidenza che tutti 
gli organismi vivono in un ambiente contenente ROS: la respirazione mitocondriale, 
la base della produzione d’energia in tutti gli eucarioti, genera ROS per fuoriuscita di 
intermedi della catena di trasporto degli elettroni [26]. La teoria dei radicali liberi 
ipotizza che la reattività dei ROS non è ereditaria, ma è il risultato di un danno 
cumulativo correlato con il tempo. Per comprendere come i radicali liberi possano 
essere coinvolti nella genesi dell’invecchiamento di numerosi organi e apparati 
bisogna considerare la produzione e il destino dei ROS a livello tissutale e cellulare.  
Le ossidasi e i mitocondri, comprendono molecole altamente reattive quali l’anione 
superossido e, quando la produzione di superossido anione o di perossido di 
idrogeno (H₂O₂) è tale da saturare completamente la capacità riduttiva, 
rispettivamente delle SOD o della glutatione perossidasi, tali molecole divengono il 
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substrato per la formazione di molecole altamente reattive, responsabili di danno 
cellulare e tissutale. La capacità di diffusione della maggior parte dei ROS è limitata 
alla loro insolubilità lipidica, e pertanto la loro azione è generalmente confinata al 
compartimento intracellulare di produzione. Al contrario il perossido di idrogeno 
(H₂O₂) può diffondere attraverso le membrane cellulari e perciò può agire in sedi 
più distanti [27]. Tale teoria propone che la produzione mitocondriale di ROS 
controlli la velocità di invecchiamento (Figura 1.1). Infatti, in base a tale ipotesi, 
specie longeve producono meno ROS di specie a vita breve: ad esempio, roditori 
sottoposti a restrizione calorica vivono più a lungo e producono meno ROS dei 
controlli [28].  
Negli ultimi anni, l’ipotesi che ROS generati dai mitocondri giochino un ruolo 
nell’invecchiamento organico è stata direttamente testata sia in sistemi di modelli 
di invertebrati sia di mammiferi; sebbene in questi ultimi l’effetto dello stress 
ossidativo sulla durata della vita non sia ben chiaro, vi sono evidenze che il 
trattamento antiossidante protegge dal declino funzionale correlato all’età, anche 
per quanto riguarda il deficit cognitivo [29]. È stato dimostrato, infatti, nei topi che 
antiossidanti dietetici possono ridurre l’accumulo di molecole ossidate, anche se 
non sono capaci di allungarne la vita media [30]. È stato visto che la restrizione 
calorica è un intervento che prolunga la durata di vita di quasi tutti gli organismi in 
cui è stata attuata. In preparazioni mitocondriali isolate da roditori, la restrizione 
calorica riduce la genesi di ROS e determina un minor accumulo di danno ossidativo 
[31]. Quindi, la teoria dei radicali liberi può fornire un’affascinante spiegazione degli 
effetti pro-longevità della restrizione calorica.  
La teoria è ulteriormente articolata in molte ipotesi, che si focalizzano sull’esclusivo 
ruolo dei mitocondri e dei tipi di molecole danneggiate nel processo 
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d’invecchiamento. Una di queste ipotesi presuppone che mutazioni del DNA 
mitocondriale accelerino il danno da radicali liberi (RL) mediante l’introduzione di 
componenti enzimatiche alterate nella catena di trasporto degli elettroni. Il 
danneggiamento del trasporto degli elettroni provoca un’elevata fuoriuscita di RL e, 
alla fine, più mutazioni di mtDNA ed esacerbata produzione ossidante. Questo 
circolo vizioso porta alla catastrofe cellulare, al decadimento organico ed alla 
senescenza [32]. Una riduzione correlata all’età nella capacità di degradare proteine 
modificate ossidativamente può contribuire allo sviluppo nella cellula di molecole 
danneggiate, non funzionanti [33]. In particolare, lo stress ossidativo è ritenuto un 
elemento importante nel processo d’invecchiamento, perché colpisce 
principalmente cellule longeve postmitotiche come i cardiomiociti ed i neuroni. Le 
cellule invecchiate accumulano mitocondri mutati e ingranditi, così come un 
pigmento intralisosomiale denominato lipofucina.  
Un'altra ipotesi è che lo stress ossidativo, l’aumentata deposizione di ferro e 
l’insufficienza mitocondriale in corso di invecchiamento costituiscano una singola 
“lesione”, e che l’avvento di una delle componenti di tale triade induca la comparsa 
delle altre. Secondo Poon et al (2004) la teoria dei RL spiega come il decadimento 
funzionale cerebrale sia la conseguenza dell’attacco di componenti cellulari critiche 
da parte dei RL, ROS e specie di nitrogeno reattivo prodotte durante il normale 
metabolismo. Il cervello senile, in condizioni di stress ossidativo, risponde mediante 
induzione di vari geni protettivi, tra cui l’ossigenasi dell’eme.  
Nell’ambito della teoria dei radicali liberi, si è sviluppata la teoria della mutazione 
somatica dell’invecchiamento. Essa ipotizza che l’accumulo di mutazioni genetiche 
in cellule somatiche sia la causa specifica della senescenza, di cui il danno da RL può 
essere un’importante fonte [34]. Tuttavia, esperimenti su topi clonati in serie 
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mediante trasferimento nucleare somatico per 6 generazioni, non hanno fornito 
alcun segno di invecchiamento prematuro [35], indicando che le mutazioni 
somatiche non possono essere chiamate in causa nell’invecchiamento nei topi ed i 
RL probabilmente non promuovono la senescenza in tal modo. 
Da quanto detto fino ad ora è evidente quindi che il fenomeno dell’invecchiamento 
può essere determinato da molteplici cause, ma quella legata ai radicali liberi 
sembra quella più plausibile in quanto abbiamo visto che i radicali liberi formatisi 
normalmente nel corso delle attività biologiche dell’organismo, vengono tamponati 
dai vari meccanismi scavengers, e quando questi ultimi iniziano a non essere 
sufficienti a causa della maggior produzione di radicali questi iniziano a diffondersi e 
a danneggiare in primo luogo i mitocondri e il DNA mitocondriale, oltre che ad agire 
a vari livelli delle telomerasi o di altri organelli cellulari. 
Come abbiamo visto i RL possono danneggiare le membrane cellulari determinando 
un’alterazione della struttura e attivando un pathway di morte cellulare 
programmata come difesa da parte della cellula.  
 
 
                      Figura 1.1: Schema di come la disfunzione mitocondriale induce formazione di ROS.  
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1.4 Mitocondri e stress ossidativo. 
Tra le varie teorie sull’invecchiamento [36,37,38,39,40], la “teoria 
dell’invecchiamento connessa ai radicali liberi prodotti dal mitocondrio”  (MFRTA) è 
stata al centro del dibattito per molti anni.  
Secondo tale teoria i ROS sono considerati dei sottoprodotti tossici indesiderati del 
metabolismo aerobico e inducono danno ossidativo a varie macromolecole, a causa 
della loro alta reattività. La catena respiratoria, situata nella membrana 
mitocondriale interna, è il massimo produttore di superossido (Figura 1.2), un 
abbondante ROS nella cellula, formato a livello del complesso 1 e 3 della catena 
respiratoria. Il superossido viene poi convertito dalla superossido dismutasi (SOD) in 
perossido di idrogeno (H₂O₂). Anche se il perossido di idrogeno non è un radicale, 
può essere convertito in una specie altamente reattiva come i radicali perossilici, 
tramite la reazione di Fenton. Il radicale idrossile è considerato essere la forma più 
dannosa di ROS, a causa della sua alta reattività, causando danno ossidativo a 
qualsiasi tipo di molecola nella cellula, inclusi i lipidi, le proteine e gli acidi nucleici.  
La teoria MFRTA si basa su alcune considerazioni:  
a) la produzione di ROS mitocondriali aumenta con l’età a causa del declino 
funzionale del mitocondrio 
b) l’attività di molti sistemi scavenger diminuisce con l’età 
c) si accumulano negli anni mutazioni al mtDNA 
d) si innesca un circolo vizioso in quanto mutazioni al mtDNA determinano 
un’alterazione nella catena respiratoria, aumentando la produzione di ROS 
con conseguente accumulo di danno ossidativo [41,42,43]. 
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Seguendo tale teoria, i mitocondri giocano un ruolo cruciale nella mediazione e 
amplificazione dello stress ossidativo che guida i processi dell’invecchiamento. 
Anche se una ricchezza di dati connessi sostiene la MFRTA e il ruolo nell’aumento 
della produzione dei ROS e nei danni ossidativi derivanti, nei diversi tipi di malattie 
associate all'età [44,45,46,47] i dati più recenti in dubbio questo modello di 
invecchiamento. 
Il mitocondrio regola una moltitudine di differenti pathways metabolici e gioca un 
ruolo importante nella morte cellulare programmata (apoptosi). Tra tutte le 
funzioni, quella più importante è quella di produrre adenosintrifosfato (ATP) tramite 
la fosforilazione ossidativa, guidata dai 4 complessi della catena respiratoria 
(I,II,III,IV) e dall’ATP sintetasi (V), tutti localizzati nella membrana mitocondriale 
interna [48]. Tutte queste attività decrescono nell’età in concomitanza con le 
alterazioni morfologiche mitocondriali [49]. Inoltre è stato visto che il numero di 
mitocondri decresce nelle cellule epatocitarie di topo anziano [50], nel ratto [51], e 
nell’uomo [52], in concomitanza con una diminuzione del numero della copia di 
mtDNA e dei livelli della proteina mitocondriale [53].  
In aggiunta si riduce anche la funzione della catena respiratoria di circa il 40% nei 
mitocondri epatocitari di ratti anziani (24 mesi) rispetto ai mitocondri epatocitari di 
ratti giovani (3-4 mesi). Condizione osservata anche nel fegato nell’uomo anziano, 
nel cuore e nel muscolo scheletrico [54,55].  
L’età è associata al declino della funzione mitocondriale: questa osservazione da 
sola non implica la causalità, perché i cambiamenti associati all’età nella funzione 
mitocondriale potrebbero essere secondari ad un altro meccanismo [56]. Infatti, 
modelli genetici recenti suggeriscono che le mutazioni al mtDNA promuovono il 
fenotipo dell’invecchiamento e creano una disfunzione alla catena respiratoria. 
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Comunque, il declino connesso con l’età della funzione della catena respiratoria può, 
almeno in parte, essere causato da altri cambiamenti legati all'età, come un declino 
dei livelli ormonali e un’aumentata resistenza periferica all’insulina. Seguendo 
questa teoria, l’attività fisica e la restrizione calorica potrebbero ridurre il danno 
ossidativo e migliorarne la funzione mitocondriale [57,58]. Da quanto detto si 
deduce come l’invecchiamento può causare un circolo vizioso in cui si instaura un 
maggior danno ossidativo a causa di un minor accoppiamento del trasporto degli 
elettroni nella sintesi dell’ATP, che infine porta ad un elevato danno cellulare. Un 
aumento dello stress ossidativo contribuisce quindi all’atrofia attraverso necrosi o 
apoptosi, entrambe stimolabili da specie ossidanti. Quindi il degrado mitocondriale 
può, in parte, causare la marcata atrofia che si riscontra a livello cardiaco durante 
l’invecchiamento, fenomeno visibile con un aumento dell’incidenza di apoptosi o 
morte cellulare programmata.  Mentre il processo apoptotico può essere attivato 
da diversi stimoli endogeni ed esogeni, allo stato attuale delle conoscenze sembra 
che queste diverse vie metaboliche e biochimiche convergano in pochi meccanismi 
regolatori che causano la morte cellulare [59]. Il fenomeno principale consiste nella 
distruzione o crollo del potenziale transmembranale (ΔΨ) che provoca l’inizio 
dell’apoptosi cellulare. È stato infatti visto che le cellule destinate a morte 
programmata hanno un ΔΨ significativamente inferiore a quello delle cellule 
normali [60]. In rapporto all’età, è stato riportato come gli epatociti e le cellule 
miocardiche di ratti anziani abbiano un ΔΨ medio del 54 (±12) % inferiore a quello 
osservato nei giovani. La perdita di ΔΨ avrebbe quindi come conseguenze un 
aumento dei livelli di apoptosi con una contemporanea apertura dei pori 
mitocondriali, che influenzano la permeabilità (MTP) [61,62]. La MTP 
indirettamente attiva la caspasi-3 attraverso il rilascio di citocromo C ed altri fattori 
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apoptogenici. La perdita quindi di ΔΨ legato all’età avanzata dà origine a condizioni 
in cui i segnali pro-apoptogenici, possano causare MTP e portare ad apoptosi “non 
programmata” ed alla perdita di miociti cardiaci nel cuore dell’anziano. 
 
Figura 1.2: Modello schematico del sistema della fosforilazione ossidativa e produzione di ROS. 
 
 
1.5 Attività fisica e stress ossidativo. 
Molti studi hanno evidenziato come l’attività fisica possa modulare le risposte 
dell’organismo ai radicali liberi e all’invecchiamento [63]. La formazione di radicali 
liberi durante l’esercizio fisico è un fenomeno ampiamente accertato che desta 
interesse e allo stesso tempo perplessità. Se la semplice respirazione cellulare 
determina di per sé la produzione di radicali liberi, l’aumento del consumo di 
ossigeno durante l’esercizio fisico intenso determinerà anche un aumento nella 
produzione di radicali liberi. Infatti, studi eseguiti su animali e confermati anche 
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nell’uomo hanno dimostrato un aumento della produzione di ROS durante l’attività 
fisica [63]. 
La produzione endogena di radicali liberi durante l’esercizio fisico si realizza 
attraverso due meccanismi fondamentali. 
Il primo è localizzato nei mitocondri, dove si verificano i processi di trasporto 
dell’ossigeno e dove si formano quantità non eccessive di un potente radicale libero 
dell’ossigeno, l’anione superossido (O₂⁻) la cui produzione aumenta notevolmente 
quando durante l’esercizio fisico si verifica un incremento del flusso di ossigeno, di 
dieci o anche venti volte, a livello delle fibre muscolari. Circa il 3% dell’ossigeno 
viene convertito nell’anione superossido oltre che in tutte le altre specie reattive 
dell’ossigeno. Quindi tutte quelle attività a componente prevalentemente aerobica 
in cui si verifica un aumento, fino al 100%, del contenuto intramuscolare dei 
mitocondri, indotto dall’allenamento protratto nel tempo, potrebbero contribuire 
significativamente nell’aumento della quota di radicali liberi prodotta [63].  
Il secondo meccanismo, riscontrabile soprattutto nei soggetti non allenati, è un 
fenomeno di ischemia/riperfusione, causato da variazioni distrettuali del flusso di 
sangue, così come si verifica nello shock circolatorio, nell’infarto miocardico, in 
corso di trapianti di organo, e in altre situazioni patologiche. Durante l’allenamento, 
il flusso ematico si riduce sensibilmente in alcuni distretti del corpo, per effetto di 
una vasocostrizione splancnica e renale, che favorisce l’afflusso di sangue verso i 
distretti muscolari e cutanei. Ciò causa nei principali organi dell’apparato digerente 
una situazione di ridotto apporto ematico e di parziale mancanza di ossigeno; al 
termine dell’esercizio le regioni ipossiche vengono riossigenate e così si può 
verificare un’esaltazione dei processi di produzione dei ROS.  
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Pertanto, l’aumento del consumo di ossigeno da parte dei muscoli in attività, le 
variazioni distrettuali del flusso sanguigno e l’aumento della temperatura corporea 
che si realizzano durante una prestazione sportiva possono determinare una 
iperproduzione di ROS e innescare un danno cellulare di tipo ossidativo ed in 
particolare la perossidazione lipidica [63].   
L’aumento dei radicali liberi, osservato durante esercizi graduali e sistematici in fase 
di allenamento, stimola fenomeni adattivi che svolgono un’azione rispetto agli 
insulti ossidativi. In alcuni studi sugli effetti di prestazioni anaerobiche ed aerobiche 
in soggetti allenati si è potuto constatare come l’attività fisica determini un 
adattamento sia delle capacità antiossidanti enzimatiche sia dei livelli basali 
plasmatici degli indici di perossidazione lipidica. Gli atleti risulterebbero, pertanto, 
maggiormente difesi rispetto ai sedentari dagli effetti dannosi dei RL: diversi Autori 
sono concordi nel sottolineare come l’esercizio fisico e l’allenamento possano 
indurre un aumento delle capacità antiossidanti dell’individuo, in particolare di tipo 
enzimantico (SOD, catalasi, GSHPx), sebbene l’aumento di produzione di radicali 
liberi nell’esercizio determini un calo degli antiossidanti non enzimatici (in 
particolare la vitamina E) a causa, probabilmente, di un loro maggiore consumo.  
L’allenamento, soprattutto aerobico, determina anche un aumento della sintesi di 
ubichinone, come dimostrato da numerosi studi condotti su atleti che hanno 
evidenziato, tra l’altro, concentrazioni plasmatiche e tissutali di Co Q10 (Coenzima 
Q10 ) più alte nei periodi di preparazione preagonistica e valori mediamente più 
bassi verso la fine della stagione agonistica [64]. 
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1.6 Metodi di analisi dello stress ossidativo. 
Le tecniche di laboratorio disponibili per identificare e quantificare un marcatore 
biochimico in un campione biologico prevedono generalmente una fase di 
estrazione che possa consentire il passaggio dell’analita di interesse dal materiale 
prelevato in un fluido con caratteristiche chimico-fisiche simili. Segue, poi, una fase 
di separazione più fine, durante la quale l’estratto (lipidico o acquoso), grazie ad 
opportune tecniche cromatografiche (in fase gassosa o in fase liquida ad alta 
risoluzione, HPLC) viene risolto in una serie di frazioni. Infine, grazie all’impiego di 
idonei metodi di rivelazione (spettrometria di massa, spettrofotometria, 
fluorimetria, potenziometria, ecc) è possibile identificare, grazie ad uno standard 
noto, in quale delle frazioni si trova l’analita di interesse e, in definitiva, precisarne, 
con ragionevole sicurezza, la natura e la concentrazione. Purtroppo, questa 
metodologia solo raramente è applicabile nella routine clinica quando l’obiettivo 
della valutazione è lo stress ossidativo. Infatti, i radicali liberi sono, per definizione, 
specie chimiche estremamente reattive, a brevissima emivita, e l’unica tecnica in 
grado di evidenziarli è la spettroscopia di risonanza di spin dell’elettrone (ESR o EPR) 
che, eseguita talvolta con particolari accorgimenti (metodi di spin trap), costituisce il 
golden standard per valutazioni nel vivente. Però, l’ESR è una tecnica piuttosto 
complessa, richiede una strumentazione e delle professionalità non disponibili in 
tutti i laboratori, ed è particolarmente costosa, per cui viene utilizzata non per 
indagini di routine o studi di screening, quanto, piuttosto, per validare altri metodi 
di laboratorio, per esempio, il d-ROMs test. E’ opportuno che la valutazione di 
laboratorio dello stress ossidativo sia “globale”, cioè tenga conto sia della 
componente pro-ossidante che di quella antiossidante, anche alla luce del ruolo, 
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finora ripetutamente sottolineato degli idroperossidi quali marcatori ed 
amplificatori del danno cellulare. In realtà, i test di laboratorio attualmente 
disponibili esplorano o la componente pro-ossidante (produzione di specie reattive) 
o la componente anti-ossidante (attività antiossidante) dello stress ossidativo. 
Poiché, come si è detto, l’ESR non è utilizzabile di routine, la valutazione dello status 
pro-ossidante di un individuo viene abitualmente eseguita con una serie di 
metodiche che alcuni ricercatori hanno battezzato con il termine di “fingerprinting”. 
Secondo questo approccio, la presenza in un organismo vivente di specie reattive, 
non altrimenti misurabili routinariamente, viene dedotta indirettamente, grazie alla 
documentazione (nei tessuti e/o nei liquidi extracellulari) della presenza di specie 
molecolari variamente modificate dall’attacco dei radicali liberi. In tale contesto, 
poiché la perossidazione è uno dei più comuni meccanismi del danno indotto dai 
ROS, il dosaggio degli idroperossidi fornisce un’indicazione molto affidabile dello 
status pro-ossidante di un individuo. E, più in generale, la documentazione nei fluidi 
biologici della presenza di idroperossidi, così come di MDA o di isoprostani, fornisce 
“l’impronta digitale” più o meno accurata e fedele della componente ossidante 
dello stress ossidativo di un individuo. I test per la valutazione della componente 
antiossidante mirano generalmente a determinare lo “spessore” o “potere” o 
“attività” della barriera antiossidante plasmatica nel suo complesso e, in alcuni casi 
specifici, a quantificarne alcune importanti componenti, quali ad esempio i gruppi 
tiolici o singoli antiossidanti. Tale valutazione si rende necessaria ogni qualvolta si 
sospetti una situazione di stress ossidativo (anche a fronte di valori normali o 
addirittura ridotti di test dello status proossidante) e, più in generale, ogni qualvolta 
s’intende monitorare una terapia antiossidante. Uno dei protocolli particolarmente 
utili nella valutazione globale dello stress ossidativo è quello sviluppato da Diacron 
 22 
 
International Sas e che comprende un test per la determinazione dello status pro-
ossidante (il d-ROMs test) e tre test per la determinazione dello status antiossidante 
(OXYadsorbent test, BAP test ed -SHp test). Tali test prevedono la determinazione 
per via spettrofotometrica sia dei metaboliti reattivi dell’ossigeno (d-ROMs test) sia 
della barriera antiossidante plasmatica (Oxy–Adsorbent test, BAP e –SHp test) in 
campioni biologici (a seconda dei casi, sangue intero, plasma, siero, estratti tissutali 
o cellulari). Questi test possono essere eseguiti non solo con un comune fotometro 
(manualmente) ma anche con un analizzatore multiplo (in automatico). 
 
TOTAL OXYRADICAL SCAVENGING CAPACITY ASSAY (TOSCA) 
Mentre in generale i test di valutazione dell’attività antiossidante si basano su 
analisi indirette o sul dosaggio dei prodotti dell’ossidazione, la tecnica TOSCA 
permette un’analisi diretta dell’attività di scavenger di molecole o tessuti verso i 
radicali liberi [65]. Il saggio è basato sulla reazione tra le varie specie radicaliche 
generate artificialmente a regime costante con l’acido α-cheto-γ-metiolbutirrico 
(KMBA), che, in presenza appunto di radicali, si ossida e produce etilene. L’etilene 
prodotto è dosato mediante gascromatografia. La capacità antiossidante del 
campione analizzato viene calcolata dalla inibizione quantitativa dell’ossidazione del 
KMBA: 
ABAP                            ROO° + KMBA                           Etilene I  (controllo) 
ABAP                            ROO°+ KMBA + Antiossidante                  Etilene II 
dove Etilene I >> Etilene II. 
L’antiossidante compete con il KMBA nella reazione con i radicali liberi, quindi la 
produzione di etilene in questo caso risulta minore in confronto a quella della 
reazione di controllo, dove non sono state inserite molecole antiossidanti. 
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Per i tre diversi sistemi di generazione dei radicali dell’ossigeno, perossilici (ROO·), 
idrossilici (OH·), radicali prodotti dalla perossinitrite (ONOOH) sono necessarie 
adeguate condizioni di saggio. Ciascun ossidante viene prodotto ad un tasso dando 
una resa equivalente della produzione di etilene in reazioni di controllo per tutta la 
durata del test. Pertanto, l'efficienza relativa agli antiossidanti negli estratti cellulari 
può essere paragonata alla loro capacità di contrastare un cambiamento pro-
ossidante, quantitativamente simile in termini di ossidazione del KMBA, ma 
qualitativamente diverso perché l'ossidazione è dovuto al differente ROS a cui 
l'antiossidante risponde in un modo differente. Rispetto alle variazioni di singoli 
antiossidanti, il metodo TOSCA è meno sensibile nel rivelare un cambiamento pro-
ossidante, ma ha una maggiore importanza biologica, perché indica l’insorgenza di 
diverse forme di tossicità cellulare, come la destabilizzazione lisosomiale, l’aumento 
della perossidazione lipidica e l’insorgenza di danni genotipici. 
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Figura 1.3: Come l’antiossidante compete con il KMBA nella generazione dell’etilene nei vials. 
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2. SCOPO DELLA TESI. 
 
Negli anni si sono alternati molti studi sul ruolo dei radicali liberi, sulla loro funzione 
e la loro interazione con le cellule, ed è stato visto che a concentrazioni elevate 
sono dannosi in quanto attaccano i maggiori costituenti cellulari, partecipando così 
a processi complessi quali l’invecchiamento [7] e le patologie ed esso correlate [8,9]. 
A concentrazioni moderate tuttavia, partecipano attivamente ad una varietà di 
processi biologici complessi implicati ad esempio nella crescita cellulare, nella 
senescenza cellulare, nell’apoptosi [9,10,11]. Per contrastare le specie radicaliche, 
nelle cellule, si attivano enzimi con funzione di scavenger, tra cui la superossido 
dismutasi, la catalasi, la glutatione perossidasi, oppure sono presenti sostanze ad 
azione antiradicalica, quali le vitamina C ed E. Quando il rapporto tra scavenger e 
radicali liberi si sposta a favore dei radicali, questi risultano liberi e quindi diventano 
dannosi.  
 La teoria dell’invecchiamento legata ai radicali [25], postula che tutti gli organismi 
vivono in un ambiente contenente radicali liberi dell’ossigeno (ROS), e che la loro 
reattività non è ereditaria, ma è il risultato di un danno cumulativo correlato con il 
tempo. Quindi pare proprio che durante l’invecchiamento i meccanismi di contrasto 
dei radicali liberi tendano a ridursi aumentando i livelli di ROS i quali sarebbero 
responsabili dei fenomeni di invecchiamento. Molti degli studi incentrati su questo 
argomento hanno dimostrato che l’attività fisica può modulare le risposte 
dell’organismo ai radicali liberi e all’invecchiamento [67]. Sebbene sia la semplice 
respirazione cellulare sia l’aumento del consumo di ossigeno durante l’esercizio 
fisico intenso determinino un aumento della produzione di radicali liberi, questo 
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aumento dei radicali, dovuto all’attività fisica, di contro, stimola anche dei fenomeni 
adattivi che svolgono un’azione protettiva contro gli insulti ossidativi [68]. In 
particolare, è stato osservato che l’attività fisica determina un adattamento delle 
capacità antiossidanti enzimatiche e dei livelli basali plasmatici degli indici di 
perossidazione lipidica [67]. Pertanto è risultato interessante andare a valutare se 
l’attività fisica costante negli anni determina un fenomeno di protezione nei 
confronti dei radicali liberi indotti dall’invecchiamento. A tal fine è stata valutata la 
capacità antiossidante plasmatica in atleti anziani praticanti podismo a livello 
agonistico e soggetti anziani sani con stile di vita sedentario, mediante l’analisi 
gascromatografica TOSCA. 
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3.MATERIALI E METODI 
3.1 Soggetti 
In questo studio sono stati arruolati 15 atleti master di elite (tutti maschi, età media 
70.8±6.1 anni) appartenenti al Pisa Marathon Club. Tutti gli atleti praticavano 
podismo da molti anni (media 28±10 anni) ed erano in buone condizioni di salute 
non presentando fattori di rischio quali ad esempio malattie cardiovascolari. 
Nessuno dei soggetti era fumatore o assumeva farmaci o qualsiasi tipo di 
supplementazione vitaminica.  
Quindici volontari sani (71.5±4.3 anni) con stile di vita sedentario sono stati 
selezionati dall’ambulatorio cardiologico del Dipartimento di Medicina Clinica e 
Sperimentale dell’Università di Pisa ed hanno costituito il gruppo di controllo.  
Oltre ad una valutazione fisica completa, tutti i soggetti sono stati sottoposti a 
questionario nutrizionale e sull’attività fisica (vedi Appendice 1 e 2), ECG basale e da 
sforzo, ecocardiografia ed analisi chimico-cliniche complete. Gli atleti per poter 
essere reclutati nello studio dovevano avere un consumo massimo di ossigeno 
(VO2max), valutato mediante test ergospirometrico (QUARKPFT ERGO, Cosmed, 
ITALIA), maggiore di 50 ml/kg/min, mentre i soggetti sedentari venivano inclusi 
quando presentavano un VO2max inferiore a 30 ml/kg/min. Gli atleti praticavano 
almeno 5 sedute settimanali di allenamento per un totale di circa 7 ore alla 
settimana, oltre ad una maratona o mezza maratona competitiva almeno una 
domenica al mese. 
Il protocollo è stato approvato dal comitato etico dell'Università di Pisa e tutti i 
soggetti hanno dato il consenso scritto allo studio. 
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3.2 Procedura sperimentale. 
Tutti i soggetti, che in giorni precedenti si erano sottoposti a ECG basale e da sforzo, 
valutazione ecocardiografica ed analisi chimico-cliniche complete, ed avevano 
risposto al questionario nutrizionale e sull’attività fisica, erano accolti presso il 
Dipartimento di Medicina Clinica e Sperimentale dell’Università di Pisa alle ore 
09:00 e tenuti in una stanza tranquilla con aria condizionata a temperatura 
controllata (22-24°C). A tutti i soggetti subito è stato effettuato un prelievo di 
sangue (50 ml), che per gli atleti doveva risultare a distanza di almeno 48h 
dall’ultimo impegno sportivo; il sangue prelevato veniva raccolto in provette 
contenenti acido dipotassio-etilendiaminotetracetico (EDTA, 10μl/CC) e 
immediatamente centrifugato a 3000 g per 10 min. I campioni di plasma ottenuti 
erano divisi in aliquote da 500 µl e conservati in Eppendorf a -80°C per le successive 
analisi della capacità antiossidante plasmatica verso i radicali perossilici e idrossilici 
che è stata misurata mediante tecnica TOSCA. 
Ogni soggetto era poi tenuto a riposo in posizione supina per almeno 15 minuti per 
permettere il corretto deflusso del sangue.  
Nei giorni in cui i soggetti hanno risposto ai questionari su citati sono stati anche 
sottoposti a visita plicometrica e bioimpedenziometrica.  
La visita plicometrica valuta la massa grassa utilizzando lo spessore della plica 
cutanea. L’accuratezza e la precisione della misurazione delle pliche sono dovute al 
tipo di calibro utilizzato (plicometro), all’allenamento, all’esperienza dell’operatore 
e all’esatta identificazione del sito di rilevamento. Nell’ambito della letteratura 
specifica ci sono numerose equazioni plicometriche per la valutazione di un 
soggetto, in particolar modo la principale è il Metodo Jackson-Pollock, in quanto più 
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indicato per la valutazione del grasso totale degli atleti, soprattutto di quelli che 
possono avere una distribuzione difforme della muscolatura nei vari distretti 
corporei [66]. 
Importante nella plicometria è la tecnica di rilevazione della plica. Per aumentare 
l’accuratezza e la precisione della metodica è stata eseguita la seguente procedura: 
• Svolgere i rilievi nella parte destra del cliente. 
• Identificare, misurare e segnare esattamente il sito di rilevamento. 
• Afferrare saldamente il plicometro (Figura 3.1) fra pollice e indice della mano 
sinistra; la plica cutanea verrà tirata di 1 cm sopra il sito da misurare.  
• Tirare la plica posizionando il pollice e l’indice approssimativamente 8 cm a 
lato della linea che si trova perpendicolarmente alla traiettoria della 
plica;più spesso sarà il tessuto adiposo, più grande sarà la separazione tra 
pollice e indice che tirano la pelle. 
• Posizionare le estremità del calibro alla plica, e rilasciare la pressione 
lentamente. 
• Fare il rilevamento 4 secondi dopo avere rilasciato completamente la 
pressione. 
Nel nostro caso sono state rilevate 12 pliche cutanee: tricipite, bicipite, pettorale, 
ascellare, sottoscapolare, addominale, soprailiaca, anteriore coscia, interno coscia, 
posteriore coscia, soprapatellare dx, sn, polpaccio. 
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Figura 3.1: plicometro usato per la misura delle pliche cutanee. 
 
Nell’ambito della rilevazione delle pliche sono state prese anche le circonferenze 
degli arti e i diametri ossei, per avere una visione più completa dei vari pazienti. 
Le circonferenze vengono prese usando un metro da sarta, a livello addominale, dei 
fianchi, alla coscia prossimale, a metà tra la piega inguinale e il bordo superiore 
della rotula (distale), ai polpacci, al braccio e infine all’avambraccio [66]. 
Mentre i diametri ossei  sono stati rilevati mediante l’antropometro scheletrico a 
livello del gomito, del polso, delle ginocchia e della caviglia [66]. 
Per quanto riguarda la visita impedenziometrica si parla di un sistema non invasivo 
tetrapolare usato per la valutazione corporea dell’individuo. Vengono applicati 4 
elettrodi, 2 a livello del polso destro e 2 a livello della caviglia destra e vi viene fatta 
passare una corrente elettrica alternata, costante e di basso livello in tutto il corpo. I 
dati rilevati vengono espressi sul monitor dello strumento. Questa analisi si avvale 
del fatto che nelle strutture biologiche, l’applicazione di una corrente elettrica 
alternata, costante e di basso livello, incontra una impedenza (Z), cioè un ostacolo al 
passaggio della corrente stessa, che dipende sia dalla frequenza che dalla 
conducibilità elettrica, a sua volta legata alla distribuzione idroelettrolitica del 
conduttore e alle caratteristiche del conduttore.  
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I tessuti magri, ricchi di acqua ed elettroliti, conducono facilmente la corrente, 
mentre il tessuto grasso è un cattivo conduttore. Ne consegue che l’impedenza 
corporea dipende pressoché esclusivamente dalla massa magra [67].  
 
3.3 Procedura analitica. 
I radicali perossilici sono stati generati dall’omolisi termica di 20 mM di 2,2'-azo-bis-
ammidinopropano (ABAP) a 35° C in 100 mM di soluzione tampone di fosfato di 
potassio a pH 7,4. I radicali idrossilici sono stati generati a 35° C, secondo la 
reazione di Fenton modificata contenente 1,8 μM di Fe³⁺, 3.6 μM di EDTA e 1.8 μM 
di acido ascorbico in 100 mM di soluzione tampone di fosfato di potassio a pH 7,4. 
Le reazioni con KMBA 0,2 mM sono state effettuate in vials da 10 ml, sigillate con 
valvole a tenuta di gas Mininert® (Supelco, Bellefonte, PA) (figura 3.2)in un volume 
finale di 1 ml [69]. 
 
Figura 3.2 vials con valvola mininert. 
 
La produzione di etilene è stata misurata mediante analisi gascromatografica di 
aliquote da 200 microlitri prelevate dallo spazio di testa dei vials a intervalli di 
tempo regolari durante il corso della reazione seconda la tabella 3.1,. 
Le analisi sono state effettuate con un gascromatografo Agilent (Serie 7820A, 
Andoven, MA) dotato di colonna Supelco DB-1 capillare (30 × 0,32 × 0,25 millimetri) 
e un rivelatore a ionizzazione di fiamma (FID). Le temperature del forno, 
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dell’iniettore e del FID erano, rispettivamente, 35, 160 e 220° C. L’idrogeno è stato 
utilizzato come gas di trasporto ad una velocità di flusso di 1 ml/min, con rapporto 
di divisione di 20:1. 
 
Tempo (min) 
0 12 24 36 48 60 72 84 96 
1 13 25 37 49 61 73 85 97 
3 15 27 39 51 63 75 87 99 
4 16 28 40 52 64 76 88 100 
6 18 30 42 54 66 78 90 102 
7 19 31 43 55 67 79 91 103 
9 21 33 45 57 69 81 93 105 
10 22 34 46 58 70 82 94 106 
Tabella 3.1: Schema di caricamento del gascromatografo. 
 
La formazione di etilene totale viene calcolata mediante software dedicato 
OpenLAB (Agilent, Andoven, MA) considerando l’area sottesa alla curva cinetica 
ottenuta nella reazione di controllo e dopo l'aggiunta del plasma. I valori TOSCA 
sono calcolati dall’equazione: TOSCA = 100 - (∫SA/∫CA × 100), dove ∫SA e ∫CA sono 
gli integrali delle aree per il campione e la reazione di controllo, rispettivamente ed 
espressi in unità TOSCA per ml di plasma. Un valore TOSCA di 0 corrisponde ad un 
campione senza capacità scavenging (cioè, nessuna inibizione della formazione di 
etilene rispetto alla reazione di controllo, ∫SA/∫CA = 1). 
La linearità della curva dose-risposta tra il plasma (in ml) e la risposta antiossidante 
(valore TOSCA) è stata testata e sono stati ottenuti buoni coefficienti di correlazione 
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(generalmente superiore a 0,9) per le diverse dosi di plasma utilizzate per testare la 
validità dei nostri esperimenti. Ogni esperimento è stato eseguito due volte. Il 
coefficiente di variazione (CV) del metodo è compreso tra il 2 e il 3%.  
 
3.4 Analisi statistica. 
I risultati sono stati espressi come medie ± deviazione standard (SD). Data la 
distribuzione gaussiana dei dati, le differenze tra 2 gruppi sono state valutate 
mediante test t di Student e tra più gruppi mediante ANOVA a una via e post-hoc 
test.  
Una correlazione lineare è stata effettuata per valutare le relazioni tra le variabili 
VO₂max e capacità di scavenger.  
Le differenze sono state considerate significative ad un valore di P <0.05. L’analisi 
statistica è stata condotta con il software Statview versione 4.57 (Abacus Concepts 
Inc., Cary, NC, USA). 
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4. RISULTATI 
4.1 Risultati clinici 
I dati demografici dei soggetti studiati sono riportati nella tabella 4.1. Gli atleti 
anziani e i controlli sedentari erano sovrapponibili per peso e altezza, mentre gli 
atleti mostravano un BMI significativamente più basso.  
In tabella 4.2 sono riportati i parametri ematochimici. Si nota come erano 
sovrapponibili tra i due gruppi, ad esclusione del colesterolo HDL che risultava 
significativamente aumentato negli atleti rispetto ai controlli.  
La tabella 4.3 mostra i parametri clinici. Come atteso, gli atleti mostravano un 
consumo massimo di ossigeno (VO₂max) significativamente superiore rispetto ai 
sedentari e un valore della frequenza cardiaca significativamente minore rispetto ai 
sedentari. Mentre non è riscontrabile sotto sforzo un aumento significativo della 
frequenza cardiaca. 
 
Caratteristiche Atleti 
(M, n=15) 
Sedentari 
(M, n=15) 
Età (anni)  70.8 ± 6.1 71.5 ± 4.3 
Altezza (cm) 172.1 ± 5.8 171.5 ± 6.2 
Peso (kg) 75.9 ± 5.4 77.2 ± 6.9 
BMI (kg/m²) 23.8 ± 2.1 # 25 ± 1.6 
Tabella 4.1: Dati demografici dei pazienti e valore di BMI # P < 0.001 vs sedentari 
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Caratteristiche Atleti 
(M, n=15) 
Sedentari 
(M, n=15) 
Glucosio 92.0 ± 9.1 92.2 ± 10.0 
Colesterolo Totale 185.9 ± 11.3 187.4 ± 12.0 
Colesterolo HDL 59.7 ± 11.3† 43.4 ± 8.7 
Colesterolo LDL 100.8 ± 12.8 107.5 ± 10.2 
Tabella 4.2: Parametri ematochimici. † P < 0.001 vs sedentari 
 
 
Caratteristiche Atleti 
(M, n=15) 
Sedentari 
(M, n=15) 
basale                                              
FC (bpm)             
Sotto sforzo                    
53.9 ± 5.2* 
 
142 ± 10  
65.3 ± 9.2 
 
138 ± 18  
PAS (mmHg) 126.3 ± 4.2 126.2 ± 5.4 
PAD (mmHg) 73.2 ± 6.3 74.6 ± 7.5 
VO₂max 63.05 ± 8.5* 25.6 ± 8.2 
Tabella 4.3 Parametri clinici. PAS: pressione arteriosa sistolica, PAD: pressione arteriosa diastolica, FC: 
frequenza cardiaca. * P < 0.001 vs sedentari 
 
Nella tabella 4.4 seguente, sono riportati i dati relativi alla visita ecocardiografica, 
nella quale è stata riscontrato un aumento significativi negli atleti del diametro 
telediastolico del ventricolo sinistro, un aumento significativo in grammi della massa 
del ventricolo sinistro (Massa VS) negli atleti e un indice di massa del ventricolo 
sinistro (MVSi) significativamente maggiore. Il rapporto  tra l’onda E (fase chiusura 
valvola aortica) ed A (fase finale diastole) negli atleti è superiore rispetto ai 
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sedentari, ed è presente una diminuzione significativa del picco della velocità in 
telediastole (fase finale diastole) rispetto ai  controlli sedentari. 
 
 
 Atleti Sedentari Significatività 
DTD VS (mm) 53.8 ± 4.4 47.2 ± 5.9 p < 0.01 
SIVd (mm) 10.2 ± 1.3 9.6 ± 2.0 P < 0.05 
PPd (mm) 9.6 ± 1.1 9.1± 1.6 P < 0.05 
FE (%) 64.2 ± 5.2 66.9 ± 4.9 Ns 
Massa VS (g) 134.2 ± 6.7 116 ± 3.9 P < 0.05 
MVSi (g/m2) 256.2± 12.8 232.0 ± 14.0 P < 0.05 
E (m/s) 58.4 ± 6.1 56.0 ± 6.3 Ns 
A (m/s) 45.9 ± 7.5  64.8 ± 8.1 p < 0.01 
E/A 1.20 ± 0.3 0.86 ± 0.2 P < 0.01 
Tabella 4.4: parametri ecocardio: DTD VS: diametro telediastolico 
ventricolo sinistro; SIVd: setto interventricolare in diastole; PPd: 
parete posteriore in diastole; FE: frazione d'eiezione; MVSi: indice 
di massa del ventricolo sinistro, A: picco di velocità in telediastole 
(fase finale della diastole), E: picco di velocità in protodiastole 
(chiusura della valvola aortica), E/A :rapporto tra le due onde. 
 
 
Per quanto riguarda la composizione corporea, gli atleti presentavano un minor 
indice plicometrico, una minor circonferenza addominale e un rapporto massa 
magra/massa grassa significativamente superiore rispetto ai controlli, come 
evidenziato nelle tabelle 4.5, 4.6 ,4.7 e 4.8.  
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Caratteristiche Atleti 
(M, n=15) 
Sedentari 
(M, n=15) 
Circonferenza braccio dx 25.56 ± 1.5 25.89 ± 1.8 
Circonferenza braccio sn 25.67 ± 1.5 25.79 ± 1.8 
Circonferenza avambraccio 24.11 ± 0.9 24.34 ± 0.7 
Circonferenza polso 16.5 ± 1.0 16.6 ± 1.0 
Circonferenza vita 89 ± 2.0 89.52 ± 1.8 
Circonferenza fianchi 95.09 ± 1.5 95.70 ± 1.8 
Circonferenza rad coscia 47.25 ± 5.0 47.93 ± 4.7 
Circonferenza  med coscia 41.28 ± 0.5 41.83 ± 0.4 
Circonferenza  sopra padellare 36.62 ± 3.4 36.42 ± 3.7 
Circonferenza poplitea 31.73 ± 0.5 32.01 ± 0.2 
Circonferenza polpaccio 34.76 ± 0.5 34.47 ± 0.7 
Tabella 4.5: Circonferenze degli arti 
 
 
Caratteristiche Atleti 
(M, n=15) 
Sedentari 
(M, n=15) 
Diametro gomito 6.89 ± 0.7 6.78 ± 0.4 
Diametro polso 5.6 ± 0.4 5.3 ± 0.5 
Diametro ginocchio 10.37 ± 0.2 10.52 ± 0.4 
Diametro caviglia 7.13 ± 0.9 7.34 ± 1.2 
Tabella 4.6: Diametri ossei 
Caratteristiche Atleti 
(M, n=15) 
Sedentari 
(M, n=15) 
Plica tricipite 10.03 ± 0.8 11.4 ± 1.5 
Plica bicipite 6 ± 1.0 7 ± 2.3 
Plica pettorale 10.9 ± 4.7 11.8 ± 4.9 
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Plica ascellare 15.27 ± 5.7 16.7 ± 5.5 
Plica sottoscapolare 16.6 ± 4.0 17.9 ± 4.5 
Plica addominale 22.2 ± 5.3 25.89 ± 5.8 
Plica soprailiaca 15.9 ± 8.2 17.1 ± 3.8 
Plica anteriore coscia 12.6 ± 2.6 13.4 ± 2.3 
Plica interno coscia 11.97 ± 1.4 13.23 ± 2.3 
Plica posteriore coscia 8.43 ± 3.5 9.53 ± 3.8 
Plica soprapatellare dx 10.93 ± 4.0 12.23 ± 3.4 
Plica soprapatellare sn 11.58 ± 3.7 12.01 ± 3.5 
Plica polpaccio 9.73 ± 3.5 9.88 ± 3.6 
Tabella 4.7: Misure plicometriche. 
 
Caratteristiche Atleti 
(M, n=15) 
Sedentari 
(M, n=15) 
% Massa grassa 20.27 ±  4.5* 26.44 ± 4.6 
% Massa magra 79.73 ± 3.4 73.56 ±  3.6 
Massa grassa 15.95 ± 2.3* 25.98 ± 3.2 
Massa magra 61.24 ± 1.9* 55.30 ± 2.3 
Tabella 4.8: risultati Bioimpedenziometrici *t < 0.001 vs sedentari. 
 
Riguardo ai dati dei questionari nutritivi, gli atleti e i soggetti di controllo non 
presentavano significative differenze rispetto alle percentuali di carboidrati (55% vs 
54%), di proteine (35% vs 32%) e di grassi (10% vs 14%). I dati sono riportati nelle 
figure 4.1 e 4.2. 
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Figura 4.1: Percentuali di nutrienti assunti dagli atleti.  
 
 
Figura 4.2: Percentuali di nutrienti assunti dai sedentari. 
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4.2 Analisi TOSCA. 
Sul plasma degli atleti è stata effettuata l’analisi gascromatografica TOSCA per 
andare a vedere la capacità scavenger del plasma degli atleti vs i controlli sedentari. 
Gli atleti mostravano, rispetto ai soggetti di controllo, una migliore attività 
antiossidante sia verso i radicali perossilici (in azzurro) (16,1±1,3 vs 8,8±1,4 
Unità/ml, p<0.001), sia verso i radicali idrossilici (in rosso) (7,0±0,8 vs 3,7±0,5 
Unità/ml, p<0.001) (figura 4.3). 
 
 
Figura 4.3: Indice TOSCA (Unità/ml) per i radicali perossilici (ROO
·
) e idrossilici (OH·) riscontrati nel 
plasma degli atleti e dei controlli. 
 
Gli atleti anziani hanno mostrato un’attività antiossidante plasmatica totale di circa 
l’85% superiore rispetto ai sedentari di controllo, confermando che l’attività fisica 
aerobica regolare riduce lo stress ossidativo indotto dall’invecchiamento.  
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L’analisi di correlazione tra le variabili ha evidenziato una relazione diretta nel 
gruppo degli atleti tra i valori TOSCA e il VO2max, sia per quanto riguarda l’attività 
antiossidante verso i radicali perossilici (r = 0.54, p<0.05), sia verso i radicali 
idrossilici (r = 0.57, p<0.05) (figura 4.4). Nessuna correlazione è stata evidenziata tra 
i valori TOSCA e le altre variabili studiate. 
 
 
Figura 4.4:     Sedentari,  atleti. r (TOSCA sedentari vs ROO· e VO₂max)= 0.32, p=ns. r(TOSCA atleti vs 
ROO· e VO₂ max)=0.54, p < 0.05. r(TOSCA sedentari vs OH· e VO₂max)= 0.35, p=ns. r(TOSCA atleti vs 
OH· e VO₂ max)=0.57, p < 0.05.  
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5. DISCUSSIONE 
 
I nostri risultati dimostrano che l’esercizio fisico regolare migliora la capacità 
antiossidante plasmatica e riduce lo stress ossidativo indotto dall’invecchiamento 
negli atleti anziani. Tale effetto è evidente sia verso i radicali perossilici che sono 
causa della perossidazione lipidica, ma anche verso i radicali idrossilici che 
rappresentano la specie radicalica più dannosa per i componenti cellulari. Nella 
nostra popolazione studiata, l’attività antiossidante è risultata direttamente 
correlata al massimo consumo di ossigeno, dimostrando che l’esercizio fisico 
regolare e quindi il grado di fitness sia il principale induttore della miglior risposta 
allo stress ossidativo. Inoltre, i nostri dati confermano che l’attività fisica aerobica 
determina un miglior profilo lipidico, in particolare a carico del colesterolo HDL, un 
rimodellamento ventricolare sinistro con una migliore funzione sistolica e diastolica 
rispetto ai soggetti con stile di vita sedentario. Infine, come atteso, l’esercizio fisico 
influisce sulla composizione corporea degli atleti anziani rispetto ai sedentari. 
Numerose evidenze scientifiche hanno dimostrato come l’attività fisica possa 
indurre una miglior risposta scavenger nei confronti dei radicali liberi dell’ossigeno 
(ROS) [63]. 
È stato osservato che in condizioni basali, il muscolo scheletrico produce un basso 
tasso dell’anione superossido e di NO, tuttavia, durante l’attività contrattile la 
concentrazione di questa specie aumenta drasticamente. Infatti, l’esercizio aerobico 
è associato ad un aumento del consumo massimo di ossigeno da parte sia 
dell’intero organismo che del gruppo muscolare impiegato nell’esercizio. Sen [69] 
riporta che durante l’esercizio aerobico si ha un aumento di 10-15 volte del tasso di 
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consumo di ossigeno in tutto l’organismo, e un aumento di circa 100 volte a livello 
muscolare. 
I dati di letteratura mostrano che un esercizio fisico moderato, condotto per 150 
minuti a settimana, o un esercizio intenso condotto per 75 minuti a settimana, sono 
necessari per promuovere e mantenere la salute negli adulti [70]. In aggiunta, è 
anche consigliato eseguire due volte alla settimana un esercizio di potenziamento 
muscolare. 
Molti studi hanno riportato come l’attività fisica possa indurre un miglioramento 
delle condizioni fisiologiche di pazienti affetti da cancro in stadio avanzato [71]. A 
supporto di questo, evidenze scientifiche hanno mostrato che un esercizio 
moderato (60% del VO₂max) è associato ad un aumento della sopravvivenza in 
pazienti affetti da cancro al seno o nella riduzione del rischio di cancro al seno in 
donne in menopausa, favorendo cambiamenti del grasso corporeo e dei profili degli 
ormoni sessuali [72,73,74].  
I possibili benefici dell’attività fisica nei confronti del cancro sono una conseguenza 
della riduzione dell’obesità, della diminuzione della concentrazione di adipochine, 
della riduzione dei livelli di insulina e di glucosio, di un aumento della motilità 
intestinale, della diminuzione dell’infiammazione e dell’immunostimolazione 
[75,76,77,78,79,80] indotte dall’esercizio.  
Questi effetti comunque dipendono spesso dal tipo di esercizio e dalla sua durata. 
Alcuni autori hanno proposto l’ “Ipotesi della J invertita”, mostra seconda la quale 
un regolare esercizio fisico moderato comporta un aumento della funzione 
immunitaria e una minor suscettibilità nei confronti del cancro, mentre la 
sedentarietà o un esercizio stressante sopprimono la funzione immunitaria e 
aumentano la suscettibilità alle infezioni [70,78,81,82,83,84]. Questo viene 
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supportato dai studi su animali, dove animali allenati esibiscono un minor stato 
infiammatorio rispetto agli animali sedentari. Dall’altra parte però, è riportato 
anche che un esercizio a bassa intensità o ad alta intensità può indurre uno stato 
proinfiammatorio e un aumento dello stress ossidativo, con conseguente danno al 
DNA [76,85,86,87]. I nostri atleti però effettuano un esercizio stressante, e i risultati 
ottenuti sono positivi nei confronti dei radicali liberi, per cui anche l’esercizio 
stressante sembra avere degli effetti benefici nei confronti dello stress ossidativo. 
Di solito, la misura diretta della produzione di radicali liberi e delle specie reattive è 
molto difficile da eseguire, data l’alta reattività dei radicali e la loro bassa 
concentrazione allo stato stazionario. Per questo la tecnica migliore sarebbe la 
spettroscopia di risonanza di spin dell’elettrone (ESR) tecnica che però richiede una 
strumentazione molto costosa ed è complicata da eseguire. 
Quindi per la valutazione dello stress ossidativo vengono usati dei biomarkers, come 
ad esempio la misurazione di sottoprodotti di stress ossidativo come l’acido reattivo 
tiobarbiturico (TBARS) prodotto dalla perossidazione lipidica, o la malondialdeide 
(MDA), oppure andando a dosare qualche effetto dei radicali liberi sulle molecole.  
Questi metodi hanno un alto grado di variabilità, che rende difficile comparare la 
capacità dei diversi antiossidanti [89].  
La tecnica di analisi TOSCA, usata per questo studio, consente un’analisi 
quantitativa e qualitativa delle varie specie radicaliche. Infatti permette di 
quantificare in unità TOSCA (ml di liquido oppure gr di tessuto della sostanza 
antiossidante) la capacità antiradicalica della sostanza in esame e di valutarne la 
capacità antiossidante di una sostanza nei confronti delle varie specie radicaliche 
(perossilici, idrossilici, derivati della perossinitrite).  
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Nel nostro studio siamo andati a vedere come l’attività fisica possa indurre una 
miglior risposta scavenger a livello plasmatico verso i radicali liberi prodotti nel 
corso dell’invecchiamento. Evidenze scientifiche hanno dimostrato come l’esercizio 
fisico determini un aumento dell’espressione e dell’attività di enzimi antiossidanti, 
con conseguente riduzione di ROS [90]. In parte sembra che gli effetti positivi 
dell’esercizio fisico sull’invecchiamento, in termini di attività antiossidante, siano 
riferibili ad un aumento dell’espressione e dell’attività di SOD e HSPs (Hot Shock 
Proteins) [90]. L’attività fisica inoltre si è dimostrata in grado di diminuire la 
produzione di ossidanti durante l’ischemia da riperfusione e di avere un’azione 
calcio protettiva tramite l’attivazione della SOD mitocondriale (MnSOD) come 
scavenger dei ROS.  
Quindi possiamo dire che l’attività fisica induce da un lato un aumento dello stress 
ossidativo conseguente ad un aumento del consumo di ossigeno e di sintesi di ATP, 
dall’altro, proprio a causa di questo, determina una maggior risposta nella 
produzione e nell’attività degli scavenger enzimatici per contrastare la massima 
produzione di ROS. Questo “adattamento” permane anche una volta terminato 
l’esercizio fisico, andando così a contrastare la formazione di radicali liberi indotti 
dall’invecchiamento.  
Per avere una conferma cioè del fatto che l’attività fisica possa indurre un aumento 
della risposta scavenger, siamo andati a valutare la capacità antiossidante 
plasmatica degli atleti e dei sedentari. I nostri risultati mostrano come le persone 
che svolgono un’attività fisica regolare abbiano una capacità antiossidante 
nettamente e significativamente superiore rispetto ai soggetti sedentari. Inoltre, 
correlando i valori ottenuti dal TOSCA  e quelli di VO₂max, si osserva come ad un 
aumento di VO₂max (che dipende dall’attività fisica) corrisponda un valore TOSCA 
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più elevato, quindi una capacità antiossidante maggiore rispetto al gruppo di 
controllo sedentario, andando a confermare la stretta correlazione tra attività fisica 
e capacità antiossidante. 
I parametri clinici e antropometrici rilevati in tutti i soggetti esaminati, hanno 
confermato quanto riportato in letteratura sui benefici dell’attività fisica. Infatti gli 
atleti presentano un BMI significativamente minore rispetto ai sedentari, andando a 
individuare quindi un miglior rapporto tra peso e altezza. Dai dati ematochimici si 
può osservare come gli atleti abbiano un indice significativamente superiore di 
colesterolo HDL e un valore di LDL inferiore rispetto ai controlli, confermando 
quanto espresso da studi di settore in cui è stato dimostrato come gli atleti abbiano 
questo shift tra colesterolo HDL ed LDL rispetto ai sedentari. Inoltre, dall’esame 
ecocardiografico si può notare come gli atleti presentino un valore significativo di 
ipertrofia ventricolare sinistra, tipica di chi pratica sport, e anche un valore di 
frequenza cardiaca a riposo significativamente inferiore rispetto ai controlli. 
Dai risultati della visita nutrizionistica comprensiva di questionario nutritivo ed 
analisi antropometrica e bioimpedenziometrica, emerge come entrambi i gruppi 
abbiano seguito un’alimentazione abbastanza omogenea, fatto che rende ancora 
più interessante il nostro studio, perché in questo modo i due gruppi erano 
differenti solo dal punto di vista atletico, mentre gli atleti abbiano una percentuale 
di massa grassa significativamente inferiore e un aumento della quantità di massa 
magra rispetto ai controlli, come ci si attende da chi pratica attività fisica a livello 
master. Dall’analisi dei parametri antropometrici non sono state riscontrate 
differenze di costituzione né di dimensioni corporee. 
L’analisi di correlazione tra tutte le variabile ha mostrato che VO₂max è l’unico 
parametro correlato all’attività antiossidante, dimostrando quindi che è l’esercizio 
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fisico stesso a indurre una miglior risposta antiossidante in questi soggetti. Questa 
correlazione, anche se è stata riscontrata in un campione così ristretto, risulta 
essere molto forte dimostrando come l’attività fisica induca un aumento della 
capacità antiossidante. 
Una limitazione del nostro studio è il numero ristretto di soggetti esaminati, anche 
se, la loro selezione è stata molto rigorosa: gli atleti rappresentano un campione 
omogeneo difficile da trovare e i soggetti di controllo sono stati rigorosamente 
selezionati ed erano privi di fattori di rischio cardiovascolare. 
Concludendo i nostri dati dimostrano che l’attività fisica condotta con regolarità per 
molti anni è in grado di preservare la risposta endogena allo stress ossidativo 
indotto dall’invecchiamento. Questo effetto antiossidante dell’esercizio fisico 
potrebbe indurre un rallentamento dei processi di invecchiamento cellulare e quindi 
prevenire le malattie cronico degenerative e i tumori per le quali lo stress ossidativo 
rappresenta un fattore causale. 
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APPENDICE 1 
Abitudini Alimentari 
 
1) Dove fa colazione? 
A casa          □ 
Al bar          □ 
Al lavoro         □ 
Non faccio colazione        □ 
 
1.a) Se fa colazione cosa consuma più frequentemente?(possibile dare più di una 
risposta) 
Caffè     □ 
Latte     □ 
Cappuccino    □ 
Tè    □ 
Succo di frutta  □ 
Yogurt    □ 
Cornetto   □ 
Biscotti   □ 
Cereali   □ 
Fette biscottate  □ 
Pane    □ 
Altro    □ 
(specificare……………………
…………….................................
.........)
 
2) A metà mattina fa uno spuntino 
Sì   □ No   □ 
 
2.a)  Se sì, cosa consuma più frequentemente? (possibile dare più di una 
risposta) 
Cappuccino    □ 
Tè/caffé   □ 
Succo di frutta  □ 
Yogurt    □ 
Pizza/focaccia   □ 
Panino/piadina  □ 
Dolce/biscotti   □ 
Frutta    □ 
Altro    □ 
(specificare……...................................
.......)
 
3) Generalmente a che ora pranza? ……..……………………. 
 
3a) Dove pranza? 
Casa    □ 
Mensa    □ 
Ristorante   □ 
Bar    □ 
Altro    □ 
(specificare…………..................
.....................................................
.............) 
 
4) Durante il pranzo solitamente quale cibo/i assume più frequentemente? 
(possibile dare più di una risposta) 
Un primo    □ 
Un secondo   □ 
Un contorno   □ 
Pane     □ 
Patate     □ 
Dolce    □ 
Frutta    □ 
Panino imbottito/tramezzino  □ 
Pizza/piadina/focaccia  □ 
Niente     □ 
Altro      □ 
(specificare……….……………………
…………………………………………
..…) 
 
5) Durante il pranzo solitamente  quale bevanda/e assume più frequentemente? 
(possibile dare più di una risposta) 
Acqua     □ 
Vino    □ 
Birra    □ 
Altro      □ 
(specificare……….………….………..
…) 
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6) Il pomeriggio fa uno spuntino 
Sì   □ No   □ 
 
 
6.a) Se sì, cosa consuma più frequentemente? (possibile dare più di una risposta) 
Cappuccino    □ 
Tè/caffé   □ 
Succo di frutta  □ 
Yogurt    □ 
Pizza/piadina/focaccia □ 
Panino/piadina  □ 
Dolce/biscotti   □ 
Gelato    □ 
Frutta    □ 
Altro    □ 
(specificare……...................................
.......)
 
7) Generalmente a che ora cena? ……..……………………. 
 
8) Durante la cena solitamente quale cibo/i assume più frequentemente? 
(possibile dare più di una risposta) 
Un primo    □ 
Un secondo   □ 
Un contorno   □ 
Pane     □ 
Patate     □ 
Dolce    □ 
Frutta    □ 
Panino imbottito/tramezzino  □ 
Pizza/piadina/focaccia  □ 
Niente     □ 
Altro      □ 
(specificare……….……………………
…………………………………………
..…) 
 
9) Durante la cena solitamente  quale bevanda/e assume più frequentemente? 
(possibile dare più di una risposta) 
Acqua     □ 
Vino    □ 
Birra    □ 
Niente     □ 
Altro      □ 
(specificare……….………….………..
…) 
 
10) Quanti litri di acqua beve al giorno? 
Mezzo litro   □ 
1 litro    □ 
 
1 litro e mezzo   □ 
2 o più litri    □ 
 
11) Considera la sua alimentazione corretta? 
Sì    □ 
No    □ Non so     □ 
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12) Considerando tutti i pasti che fa al giorno con quale frequenza consuma i 
seguenti  
alimenti? 
 
Alimenti Frequenza di assunzione 
 Mai 1-2 volte a 
settimana 
3-4 volte a 
settimana 
5-6 volte a 
settimana 
7 volte a 
settimana 
Biscotti □ □ □ □ □ 
Brioche/cornetto □ □ □ □ □ 
Fiocchi di cereali □ □ □ □ □ 
Fette biscottate □ □ □ □ □ 
Pane bianco □ □ □ □ □ 
Pane integrale e/o ai cereali □ □ □ □ □ 
Cracker/grissini □ □ □ □ □ 
Pasta e/o riso □ □ □ □ □ 
Cereali (farro, orzo, kamut 
ecc) 
□ □ □ □ □ 
Carne rossa □ □ □ □ □ 
Carne bianca □ □ □ □ □ 
Legumi (anche zuppe) □ □ □ □ □ 
Patate □ □ □ □ □ 
Pesce con lisca □ □ □ □ □ 
Molluschi (seppie, totani, 
vongole ecc) 
□ □ □ □ □ 
Crostacei (Aragoste, gamberi 
ecc) 
□ □ □ □ □ 
Uova □ □ □ □ □ 
Affettati (Bresaola, 
Prosciutto ecc) 
□ □ □ □ □ 
Insaccati (Salami, Salsicce, 
Wurstell ecc) 
□ □ □ □ □ 
Formaggi freschi □ □ □ □ □ 
Formaggi stagionati □ □ □ □ □ 
Verdura □ □ □ □ □ 
Frutta □ □ □ □ □ 
Dolci □ □ □ □ □ 
Merendine confezionate □ □ □ □ □ 
Panini imbottiti/ tramezzini □ □ □ □ □ 
Pizza □ □ □ □ □ 
Cibi già pronti □ □ □ □ □ 
Salse (maionese, ketchup) □ □ □ □ □ 
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Stile di vita 
 
13) Assume bevande alcoliche? 
Sì   □ 
No   □ 
 
13.a) Se sì, con quale frequenza? 
Saltuariamente (meno di 1 volta a settimana)   □ 
1 volta a settimana       □ 
2-3 volte a settimana       □ 
4-5 volte a settimana       □ 
Tutti i giorni        □ 
 
14.b) Se assume bevande alcoliche, quali delle seguenti assume durante la 
giornata  
(possibile dare più di una risposta) 
 
Birra 
Bottiglia 33 cl 
Vino 
Bicchiere 125 ml 
Superalcolico 
Bicchiere 40 ml 
Cocktail alcolico 
Bicchiere 40 ml 
1             □ 1-2          □ 1             □ 1             □ 
2             □ 4             □ 2             □ 2             □ 
3             □ 8             □ 3             □ 3             □ 
Più di 3   □ Più di 8   □ Più di 3   □ Più di 3   □ 
 
15) Prima di cena prende un aperitivo? 
 Sì    □ 
 No    □ 
 Qualche volta   □ 
 
15.a) Se prende un aperitivo, quali tra le seguenti bevande consuma? 
Birra    □ 
Vino    □ 
Bevanda analcolica  □ 
Super alcolico   □ 
Cocktail alcolico  □ 
Altro     □ 
(specificare…………....….…………
……… 
 
 
16) Ha mai pensato che il suo 
consumo di alcol fosse eccessivo? 
Sì    □ 
No    □ 
Qualche volta   □
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17) Fa uso dei seguenti prodotti? 
 
 Sì No Qualche volta 
Integratori □ □ □ 
Prodotti da erboristeria □ □ □ 
Sostitutivi del pasto □ □ □ 
Bevande energetiche □ □ □ 
Lassativi □ □ □ 
Diuretici □ □ □ 
 
 
18) Lei fuma? 
Sì     □ 
No     □ 
Qualche volta    □ 
 
18.a) Se sì quante sigarette al giorno fuma? 
1 sigaretta ogni tanto       □ 
Meno di 5 sigarette al giorno     □ 
Da 5 a 9 sigarette al giorno     □ 
Da 10 a 14 sigarette al giorno    □ 
Da 15 a 19 sigarette al giorno    □ 
Da 20 a 24 sigarette al giorno    □ 
25 sigarette al giorno o più     □ 
 
18.b) Se sì, ha mai cercato di smettere di fumare? 
Sì    □ 
No    □ 
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APPENDICE 2 
Attività Fisica 
 
1) Durante i suoi spostamenti nell’arco della giornata quali sono i mezzi di 
trasporto che usa più frequentemente? 
(possibile dare più di una risposta) 
Non uso nessun mezzo vado a piedi     □  
Bicicletta        □ 
Moto, motorino o scooter      □ 
Auto         □ 
Mezzo pubblico (autobus, metropolitana, treno)   □ 
Altro         □ 
(specificare………………………………............................................) 
 
1.a) Calcoli indicativamente il tempo giornaliero di tutti i suoi spostamenti a 
piedi 
Nessuno    □ 
Meno di 30 minuti   □ 
Dai 30 ai 60 minuti  □ 
Più di 60 minuti  □ 
 
1.b) Calcoli indicativamente il tempo giornaliero di tutti i suoi spostamenti in 
bicicletta 
Nessuno    □ 
Meno di 30 minuti   □ 
Dai 30 ai 60 minuti  □ 
Più di 60 minuti  □ 
 
2) Pratica regolarmente qualche sport e/o attività fisica? 
Sì    □ No          □ 
 
2.a) Se sì, a che livello la pratica? 
Ludico     □ 
Amatoriale    □ 
Agonistico   □ 
Professionistico  □ 
 
2.b) Se pratica attività fisica, quanti giorni a settimana si allena? 
Solo il fine settimana   □ 
1/2 giorni la settimana  □ 
3/4 giorni la settimana  □ 
5/6 giorni la settimana □ 
7 giorni la settimana  □ 
 
2.c) Se svolge attività fisica, quanto dura mediamente una seduta? 
Meno di 1 ora    □ 
1 ora     □ 
 
2 ore            □ 
Più di 2 ore           □ 
 
2.d) La sua attività prevede la partecipazione a gare e/o competizioni sportive? 
Sì     □ No    □ 
 
2.e) Se sì con quale frequenza prende parte a competizioni sportive o gare? 
Mai    □ 
Meno di 5 volte l’anno □ 
Da 5 a 10 volte l’anno □ 
1 volta al mese  □ 
2 volte al mese  □ 
Più di 2 volte al mese  □ 
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2.f) Se pratica attività fisica regolare, quale tipo di attività fisica svolge? 
(possibile dare più di una risposta) 
 
Gruppo A 
Bocce, Bowling, Curling, Birilli      □ 
Golf.           □ 
Pesca sportiva (attività marittime ed acque interne)    □ 
Sport di tiro (tiro a segno, a volo, con l’arco, ecc.)     □ 
Caccia sportiva        □ 
Biliardo sportivo        □ 
Gruppo B 
Automobilismo (velocità, rally, regolarità, karting)    □ 
Aviazione sportiva        □ 
Equitazione         □ 
Motociclismo (pista, velocità)      □ 
Motonautica          □ 
Paracadutismo        □ 
Immersioni, Apnea, Subacquea      □ 
Vela          □ 
Gruppo C 
Alpinismo, arrampicata sportiva      □ 
Atletica leggera (velocità, lanci, salti, eptathlon, decathlon)  □ 
Bob, slittino          □ 
Ciclismo (velocità, kerin, downhill, BMX, freerider)   □ 
Cultura fisica         □ 
Ginnastica artistica        □ 
Motociclismo (motocross, enduro, trial)     □ 
Sci nautico         □ 
Sci alpino, sci alpinismo, snowboard, sci d’erba    □ 
Surfing         □ 
Tuffi          □ 
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Gruppo D1 
Baseball, softball         □ 
Calcio, calcio a cinque        □ 
Combattimento (pugilato, kick boxing, judo, karate ecc)    □ 
Football americano, rugby        □ 
Ginnastica ritmica         □ 
Hockey (ghiaccio, pista, prato)       □ 
Pallacanestro          □ 
Pallamano          □ 
Pallanuoto          □ 
Pallavolo, beach volley        □ 
Polo           □ 
Scherma          □ 
Pallamano          □ 
Tennis, tamburello, squash        □ 
Tennis tavolo          □ 
 
Gruppo D2 
Atletica leggera (mezzofondo, fondo, marcia, maratona, ultramaratona,  
campestre, ecc)         □ 
Biathlon, Triathlon         □ 
Canottaggio, canoa olimpica, canoa fluviale      □ 
Ciclismo (strada, inseguimento, cronometro, ciclocross,  
mtb cross country, marhaton)       □ 
Combinata nordica         □ 
Danza sportiva         □ 
Fitness           □ 
Nuoto, nuoto pinnato, nuoto in mare       □ 
Orientamento, trekking        □ 
Pattinaggio ghiaccio, rotelle, artistico      □ 
Pentathlon Moderno         □ 
Sci nordico (fondo)         □ 
Wind surf          □ 
 
3) Secondo lei fa abbastanza movimento durante il giorno? 
Sì     □ 
No     □ 
Non so         □ 
 
